









Natural Products useful for Prevention of Oral Biofilm Infection: 
Effects of Abietic Acid 
 
Department of Pathophysiology - Periodontal Science, Okayama University 

















る 4), 5)。誤嚥性肺炎以外にも，口腔内細菌と細菌性心内膜炎との関連 6)，Porphyromonas 

































の原因菌，さらには Streptococcus mutans のような口腔バイオフィルム形成菌に及ぼす










テルペン，セスキテルペンなどと呼ばれる 21), 22)。テルペンには抗菌作用 23-25)，抗炎



























Phosphate-bufferd saline（PBS：Life Technologies，Carlsbad，CA，USA）で希釈した。 
陰性対照として使用した際の DMSO は，各実験系で使用した最高濃度のアビエチ
ン酸溶液中の濃度（2.5，5，10，あるいは 20 µL/mL）になるように，各培養液あるい
は PBS で希釈した。 
陽性対照として使用したポピドンヨードは，10W/V % ポピドンヨード液（ネグミン
®液 10 %：マイラン製薬，東京，日本）を，含嗽時の濃度（0.2 %）を基準に，各培
養液および PBS で 0.01，0.1，1 %となるように希釈した。 
また，同じく陽性対照として用いた塩化セシルピリジニウム（CPC，Merck KGaA，
 8
Darmstadt，Germany）は，蒸留水を膜孔径 0.2 µm のニューステラディスク（クラボウ，
東京，日本）にて濾過滅菌したものに溶解させ，0.5 %をストック溶液とし，含嗽剤
としての最高濃度を基準に，培養液にて 0.05 %に希釈し使用した。 
2) 細菌 
細菌は S. mutans ATCC25175 株を使用し，37 ˚C で 1 % Yeast extract 添加 Tryptic soy 
broth（TSBY：Becton，Dickinson and Company，Sparks，MD，USA）を用いて培養し
た。各実験の際には，対数増殖期まで培養した後に，吸光度計（miniphoto 518R：タ
イテック，埼玉，日本）を用いて波長 660 nm における濁度を測定して，1 × 107 cfu/mL
あるいは 1 × 109 cfu/mL となるように TSBY で希釈した。 
3) ヒト由来細胞 
本研究には，ヒト単球系細胞株 THP-1 細胞，ヒト上皮系細胞株 HeLa 細胞，さらに
初代培養を行ったヒト由来歯肉線維芽細胞（human gingival fibroblast; HGF）を用いた。 
HeLa 細胞の培養は，10 % ウシ胎児血清 （fetal bovine serum：FBS，Life Technologies）
と 100 unit/mL ペニシリン- 100 µg/mL ストレプトマイシン（Life Technologies）を含む
ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s modified eagle medium：DMEM，Life 
Technologies）を用いて，37 ˚C，5 % 炭酸ガス存在下で行った。 
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THP-1 細胞の培養は，56 ˚C で 30 分間非働化した 10 % FBS，2 mM L-グルタミン酸，
100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL ストレプトマイシン，1 mM ピルビン酸ナトリウ
ム（以上，すべて Life Technologies），および 10 mM HEPES（Sigma-Aldrich）を含む
RPMI 1640 培地（Life Technologies）を用いて，37 ˚C，5 % 炭酸ガス存在下で行った。 
HGF は，Naruishi らの方法に従い 38)，臨床的に健康なヒトの便宜抜歯時の非炎症性
歯肉から分離・培養して使用した。培養は，10 % FBS と 100 unit/mL ペニシリン-100 








た。すなわち，アビエチン酸を溶解させた TSBY 培地に最終的に 1 × 105 cfu/mL とな
るように S. mutans を調整した。37 ˚C で 1 時間静置培養した後，菌液を PBS で段階希
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釈し，Mitis-Salivarius 寒天培地（Becton，Dickinson and Company：直径 10 cm のプレー




1 % スクロース添加 TSBY 培地で 1 × 105 cfu/mL に調整した S. mutans を播種し，試験
管を約 30 度傾斜させて 18 時間静置培養し，ガラス試験管内壁にバイオフィルムを薄
く形成させた。培養液を吸引・廃棄した後，PBS で希釈したアビエチン酸溶液を添加
して，バイオフィルムがアビエチン酸溶液に完全に浸漬するように試験管を水平にし
て，37 ˚C の好気条件下において 1 時間震盪培養した（120 rpm）。試験管中のアビエ
チン酸溶液を吸引・廃棄し，10 mL の PBS で 3 回洗浄後，再度 10 mL の PBS を添加
し，氷上で約 10 秒間，約 15 kHz の超音波処理（UR21-P：トミー精工，東京，日本）
を行いバイオフィルムを破壊した。この菌液を PBS で段階希釈した後，前述のよう





アビエチン酸を溶解させた TSBY 培地に 1 × 105 cfu/mL となるように調整した S. 
mutans を，滅菌したガラス試験管を用いて 37 ˚C で培養した。培養後 0，1，2，4，6，
12，18 時間時に，吸光度計を用いて波長 660 nm における濁度を測定した。 
アビエチン酸が細菌の細胞壁に与える影響は以下の方法を用いて検討した。すなわ
ち，アビエチン酸を溶解させた TSBY 培地に 1 × 105 cfu/mL となるように調整した S. 
mutans を，100 µL ずつ平底 96 穴マイクロプレート（Corning，New York，NY，USA）
の各ウエルに分注した後，37 ˚C で培養した。培養 0，1，2，4，6，12，18 時間後に
LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit（Life Technologies）を添加し，約 15 分
間暗室で静置した。なお，染色液中の緑色蛍光核酸染色色素である SYTO® 9 は全細菌
の核酸を染色し，赤色蛍光核酸染色色素である propidium iodide は細胞壁が損傷した
細菌のみの核酸を染色する性質を有する。染色した標品は蛍光光度計（Gemini XPS：
Molecular Devices，Sunnyvale，CA，USA）を用いて，485 nm を中心とする励起波長




討した。上記の細菌細胞壁への影響を検討した条件により S. mutans をマイクロプレー
ト上で培養した後に，ルシフェール HS キット（キッコーマン，東京，日本）を用い





せた TSBY 培地で調整した 1 × 105 cfu/mL の S. mutans 菌液 10 mL をポリプロピレン
管内に入れ，37 ˚C で 1 時間静置培養した。その後，菌液を 1 mL ずつフィルター（ナ
ノパーコレータ / SEM pore：JEOL，東京，日本）を用いて濾過した。フィルター上
に回収した細菌を，1 mL の 0.25 %ホルムアルデヒド溶液（Sigma-Aldrich）で吸引し
ながら固定し，次に 3 mL の PBS で 3 回吸引しながら洗浄した。さらに，試料面に真
空蒸着器（Eiko IB-3 Ion Coater：Eiko Engineering，茨城，日本）を用いて白金パラジ




アビエチン酸を溶解させたTSBY培地に1 × 109 cfu/mLのS. mutans 懸濁液を100 µL 
マイクロプレート上に播種し，37 ˚C で 1 時間静置培養した。その後，LIVE/DEAD® 
BacLightTM Bacterial Viability Kit の試薬を 100 µL 添加して約 15 分間，暗室に静置した。
処理した菌液 5 µL をガラスプレパラート（松浪硝子工業，大阪，日本）上に滴下し，
カバーガラス（松浪硝子工業）で圧接後，蛍光顕微鏡（Olympus BX50：オリンパス，
東京，日本）を用いて観察した。緑色蛍光色素（SYTO® 9）に対しては 545 nm から
580 nm の励起フィルターと 610 nm 以上の吸収フィルターを使用し，赤色蛍光色素
（propidium iodide）に対しては 470 nm から 490 nm の励起フィルターと 515 nm から
550 nm の吸収フィルターを使用した。 
 
6. ヒト由来細胞への細胞傷害性の検討 
平底 96 穴マイクロプレート（Corning）に HeLa 細胞および HGF をそれぞれ 2 × 105 
cells/well，また THP-1 細胞を 1 × 105 cells/well となるように播種し，「材料と方法「1. 
材料-3」ヒト由来細胞」に記載の条件で 24 時間培養した。その後，各培養液で調整
した各種濃度のアビエチン酸含有培地に置換した。さらに 24 時間および 48 時間後に
お け る ミ ト コ ン ド リ ア 脱 水 素 酵 素 活 性 は ，
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 
（MTS）アッセイにより測定した。このため CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell 













アビエチン酸で処理した浮遊状態の S. mutans の生菌数を図 2 に示す。アビエチン
酸無添加の条件と比較して，アビエチン酸含有溶液では濃度依存的に生菌数は減少し，
生菌数が 50 %以下になる最小発育阻止濃度（MIC）は 16 µg/mL であった。また，陽
性対照群（1 %ポピドンヨード溶液添加群）では生菌数は顕著に減少した。陰性対照
群である DMSO のみ添加群では明確な差がなかった。 
さらに，アビエチン酸で処理したバイオフィルム中の S. mutans の生菌数の変化を
検討した（図 3）。アビエチン酸無添加の条件に対してアビエチン酸含有溶液では濃度
依存的に生菌数が減少し，48 µg/mL では生菌数が 50 %以上であったが 64 µg/mL では
生菌数が 20 %未満にまで減少した。また，陽性対照条件では，含嗽濃度の 0.5 倍であ
る 0.1 %では生菌数が 50 %以上であったが，5 倍の 1 %では生菌数が顕著に減少した。




アビエチン酸で処理した後の S. mutans の濁度を測定し，増殖の変化を観察した（図
4）。16 µg/mL 以上のアビエチン酸含有時ではアビエチン酸無添加の条件に対して増殖
が抑制されていた。アビエチン酸 64 µg/mL では陽性対照条件（1 % ポピドンヨード）
と同程度に増殖が抑制されていた。なお，溶媒である DMSO 2.5 µL/mL 含有時（64 
µg/mL のアビエチン酸溶液中の濃度に相当）はアビエチン酸無添加の条件と類似した
曲線であった。 
さらに，アビエチン酸が S. mutans の細胞壁に与える影響を検討した（図 5A）。ア
ビエチン酸 16 µg/mL 以上含有時では，アビエチン酸無添加の条件と比較して，赤色
蛍光強度の割合が大きく，アビエチン酸 64 µg/mL 含有時には，陽性対照条件（1 % ポ
ピドンヨード）と同等に赤色蛍光強度の割合が大きかった。DMSO 2.5 µL/mL 含有時
では，陰性対照条件と類似した推移を示した。なお，この時の染色像を蛍光顕微鏡で
観察すると（図 5B），64 µg/mL アビエチン酸含有時と陽性対照条件（1 % ポピドンヨー
ド）で赤色蛍光強度が大きく，緑色蛍光強度が小さかった。それ以外の条件では，緑
色蛍光強度が大きく，赤色蛍光強度は小さかった。 
また，アビエチン酸で処理した後の S. mutans の ATP 活性を測定した（図 6）。アビ
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エチン酸を 16 µg/mL 以下含有時およびアビエチン酸無添加の条件では活性が増大し
たのに対して，アビエチン酸 64 µg/mL 含有時では，浸漬直後から 18 時間後まで一定
の活性を持続した。一方，陽性対照条件（1 % ポピドンヨード）では減少した。 
 
3. アビエチン酸が細菌の形態に及ぼす影響 
アビエチン酸処理 1 時間後の S. mutans の形態を，電子顕微鏡で観察した（図 7）。
アビエチン酸無添加群では，菌体表面は滑沢だが，アビエチン酸浸漬後の菌体表面は
粗造であった。また，陽性対照群の 1 つで，陽電荷を保持し，細胞壁を破壊させる作
用を有する 0.05 % CPC 溶液処理菌体では，菌体表面が一部破壊されており，遊離ヨ
ウ素がタンパクの合成を阻害する 1 % ポピドンヨード溶液処理でも菌体表面は粗造




HeLa 細胞，THP-1 細胞，そして HGF に対するアビエチン酸の細胞傷害性を検討し
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た。HeLa 細胞および HGF ではアビエチン酸無添加の条件と比較して，アビエチン酸
を 256 µg/mL 以上含有時の 24 時間および 48 時間の処理時間では，ともに有意に細胞
傷害性を示した（図 8A，B）。一方 THP-1 細胞では，細胞傷害性に有意な差があった






















方で，64 µg/mL のアビエチン酸で処理した細菌においても，一定の ATP 活性が継続
して測定された（図 6）。細菌の ATP 活性測定の際には，あらかじめ adenosine phosphate 
deaminase を含む ATP 消去試薬を用いて菌体外の ATP を失活させているので，ATP の
活性が持続されたということは，ATP 消去試薬が生細菌体内へは浸透していないこと
を示している。すなわち，細菌の細胞壁の機能は維持されているものの細胞壁自体は















はアビエチン酸濃度 256 µg/mL 以上で，単球系細胞においてはアビエチン酸濃度 64 
µg/mL 以上で，細胞傷害性を確認した（図 8）。そのため，アビエチン酸を臨床応用す
る際には，64 µg/mL から 128 µg/mL の濃度で用い，かつ血中への移行がない義歯洗浄
剤等の条件下に限定されると予測された。 
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図 1. アビエチン酸の生成 




図 2. アビエチン酸の S. mutans浮遊細菌に対する抗菌効果 






図 3. アビエチン酸の S. mutansバイオフィルム形成菌に対する抗菌効果 




数が 50 %であることを表す。グラフは独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラー
バーは標準偏差を示す。 
 
図 4. アビエチン酸が S. mutansの増殖に与える影響 
アビエチン酸で処理して 0，1，2，4，6，12，18 時間後に吸光度計を用いて 660 nm
における細菌培養液の濁度を測定した。縦軸は細菌の濁度を，横軸は測定した時間を
示す。グラフは独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。 
□：アビエチン酸無添加，●：2.5 µL/mL DMSO，△：4 µg/ml アビエチン酸，○：
16 µg/mL アビエチン酸，▲：64 µg/mL アビエチン酸，■：1 % ポピドンヨード 
 









グラフは独立した 3 回の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。 
□：アビエチン酸無添加，●：2.5 µL/mL DMSO，△：4 µg/mL アビエチン酸，○：





代表的な像を示す（SYTO® 9：緑，propidium iodide：赤，merge：重ね合わせ）。 
スケールバー：10 µm 
 
図 6. アビエチン酸が S. mutansの ATP活性に与える影響 
アビエチン酸処理して 0，1，2，4，6，12，18 時間後に細菌の ATP の活性を測定
した。縦軸は ATP の活性を，横軸は測定した時間を示す。グラフは独立した 3 回の
実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。 
□：アビエチン酸無添加，●：2.5 µL/mL DMSO，△：4 µg/mL アビエチン酸，○：
 35
16 µg/mL アビエチン酸，▲：64 µg/mL アビエチン酸，■：1 % ポピドンヨード 
 
図 7. アビエチン酸が S. mutansの形態に与える影響 
アビエチン酸処理して1時間後の細菌形態を，走査型電子顕微鏡を用いて観察した。
図は独立した 3 回の実験のうち，代表的な像を示す。 
スケールバー：1 µm 
 
図 8. アビエチン酸がヒト由来細胞の細胞障害性に及ぼす影響 
アビエチン酸が（A）HGF，（B）HeLa 細胞，（C）THP-1 細胞に与える影響を，生
細胞中のミトコンドリアの脱水素酵素活性を MTS アッセイにて検討した。490 nm に
おける陰性対照条件（アビエチン酸無添加）での吸光度を基準（=1）とした比を縦軸
に，添加している薬剤およびその濃度を横軸に示す。それぞれの棒グラフの左側は薬
剤浸漬後 24 時間後の，右側は 48 時間後の細胞障害性を表す。グラフは独立した 3 回
の実験の平均値を示し，エラーバーは標準偏差を示す。 
■：24 時間後，□：48 時間後 
* : p < 0.05 
